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ÖZET

Valproat (VPA), çocuklarda epilepsi tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Nitrik oksit (NO), pek çok hücresel cevabı  
etkileyen önemli bir hücre içi fizyolojik mesajcıdır. Genellikle eritrosit membranının NO’e son derece geçirgen olduğuna  
inanılmaktadır. Literatürde VPA’nın antiepileptik etkisini NO üzerinden gösterebileceği iddia edilmektedir. Bu çalışmada, 
uzun  süre  VPA tedavisi  alan  çocuklarda  plazma  ve  eritrosit  NO  konsantrasyonlarının  sağlıklı  kontrol  bireyleri  ile  
karşılaştırılması yanında plazma ve eritrosit NO düzeyleri ile VPA dozajı ve plazma konsantrasyonları arasında olası  
muhtemel ilişkiyi tayin etmek amaçlanmıştır.

NO düzeyleri epilepsili 41 hasta ile 32 sağlıklı kontrolde ölçüldü. Total nitrit,  endojen nitrik oksit üretiminin bir indeksi  
olarak Griess reaksiyonuyla ölçüldü ve sonuçların her biri diğeriyle karşılaştırıldı. 

VPA  tedavisi  altındaki  epileptik  çocuklarda  hem  eritrosit  hem  de  plazma  nitrik  oksit  düzeyleri  kontrollerle 
karşılaştırıldığında herhangi bir farklılık olmadığı gözlendi. 

Her ne kadar VPA’nın antiepileptik etkisini NO üzerinden gösterebileceği iddia edilse de, bizim çalışmamız epilepsi ve  
VPA ile uzun süre tedavinin plazma ve eritrosit NO konsantrasyonlarını etkilemediğini göstermiştir.

SUMMARY

Valproate (VPA) is a widely used  drug as the first-line treatment for epilepsy in children. Nitric oxide (NO) is an important  
intercellular physiological messenger capable of evoking a number of cellular responses. It is generally believed that the 
erytrocyte  membrane  is  highly  permeable  to  NO.  It  has  been  claimed  that  VPA may  show its  antiepileptic  effect  
throughout NO. Therefore, the aim of our study were to evaluate whether differences exist in the plasma and erythrocyte  
NO concentrations in children receiving long-term VPA in comparison with healthy control subjects and to determine the  
possible relationship between the plasma and erythrocyte NO levels and VPA dosage and their plasma concentrations.
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Levels of NO were measured in 41 patients with epilepsy and 32 healthy controls. Total nitrite was measured by Griess 
reaction as an index of endogenous NO production and results were compared with each other.

The results showed that there were no differences both plasma and erytrocyte in nitric oxide levels  in epileptic children  
on VPA therapy compared with the control group. 

In conclusion, although VPA has been suggested to show its antiepileptic effect via NO, our study demonstrates that  
epilepsy and prolonged treatment with VPA do not affect the levels of the plasma and erytrocyte NO concentrations.

GİRİŞ

Oksijen metabolizması yaşam için esas olmakla beraber 
hücreler için potansiyel bir tehdit de olabilmektedir, çünkü 
reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretilmesinde çıkış nokta-
sını oluşturmaktadır. ROS ciddi hücre hasarına yol açabi-
lir. Valproat (VPA) çocuklarda epilepsinin başlangıç teda-
visinde yaygın olarak kullanılan bir  antileptik  olup çeşitli 
mekanizmalarla  oksijene  bağımlı  doku  yaralanmalarını 
başlatabileceği iddia edilmektedir (1-3). Üstelik, uzun süre 
antiepileptik  ilaç  kullanımının serbest  radikal  oluşumunu 
arttırdığı  ve  nöronlarda  oksidatif  hasara  neden  olduğu 
bildirilmiştir (4).

Serbest  radikal  bir  gaz olan nitrik  oksit  (NO) nitrik  oksit 
sentaz (NOS) enzimi ile L-arjinin amino asitinden sentez-
lenen nöronal  bir  mesajcıdır.  Beyinde N-metil-D-aspartik 
asit (NMDA) reseptörlerinin aktivasyonu NO üretimine yol 
açar  (5).  NO eritrositleri  de içine alan pek çok hücrede 
bulunan (6), aynı zamanda oksijen radikali olarak da kabul 
edilen  bir  moleküldür.  NO pek  çok  reaksiyona katılarak 
hücre bileşenlerini etkileyebilir, fakat en önemlisi ise heme 
proteinleriyle gerçekleştirilen reaksiyonlardır.

Patolojik  şartlarda  olduğu  gibi  sinir  sisteminin  fizyoloji-
sinde de NO ve metabolitlerinin fonksiyonuna karşı artan 
bir ilgi vardır (7,8). Daha önceden yapılan çalışmalar (9-
12),  merkezi  sinir sisteminde NO’nun konvülziyonun pa-
tolojisinde  yer  alma  olasılığını  desteklemektedir.  Diğer 
taraftan, NO’in aslında VPA gibi antiepileptik ilaçların bu 
etkisini göstermek için aracı olarak kullandığı bir molekül 
olarak  görülmektedir  (13).  Merkezi  sinir  sisteminde 
VPA’nın  NO üretimine  olan  etkisi  araştırılmasına  karşın 
(14),  pek  az  araştırmacı  VPA’nın  NO’a  etkisini  ortaya 
çıkarmıştır  ve  eritrosit  NO  düzeyleri  ile  ilgili  literatürde 
herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır.

Bizim çalışmamızın amacı, uzun süre VPA tedavisi alan 
çocuklarda  plazma ve  eritrosit  NO konsantrasyonlarının 
sağlıklı  kontrol  bireylerle karşılaştırıldığında farklılık olup 
olmadığını  değerlendirmek,  ve  plazma  ve  eritrosit  NO 
düzeyleri  ile  VPA  dozajı  ve  plazma  konsantrasyonları 
arasında mümkün ilişkiyi ortaya koymaktadır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Bireyler
0 ile 13 yaşlarında 41 hasta (16 kız, 25 erkek) ve 0 ile 15 
yaşları arasındaki 32 sağlıklı  birey (13 kız, 19 erkek)’de 
eritrosit ve plazma NO konsantrasyonları çalışıldı. Sağlıklı 
gruptaki bireylerin herhangi bir hastalığı yoktu. Rutin labo-
ratuar testleri, plazma ve eritrosit numuneleriyle aynı anda 
gerçekleştirildi.

Hastalar  İnönü  Üniversitesi  Turgut  Özal  Tıp  Merkezi 
Hastahanesi Pediatri Anabilim Dalında tedavi alan hasta-
lardı.  Hastaların ilacı (VPA) normal  dozdaydı ve plazma 
düzeyleri  çalışma  zamanı  esnasında  terapötik  sınırlar 
içindeydi.  Kontrol  grubunu oluşturan bireyler hiçbir uzun 
süreli ilaç kullanmamaktaydı.

Kan numuneleri: Sabahleyin bireylerden alınan açlık kan 
numuneleri eritrosit sedimentini hazırlamak için heparinize 
tüplere  konuldu.  Kan  numuneleri  aşağıda  tanımlandığı 
şekilde NO deneyi için hazırlandı. Eritrosit sedimenti üze-
rindeki  buffy  coat,  plazma  alındıktan  sonra  dikkatli  bir 
şekilde  ayrıldı.  Eritrosit  sedimenti  plazma  kalıntılarını 
kaldırmak için 10-kat izotonik NaCl solüsyonuyla üç kez 
yıkandı. Her prosedürden sonra, eritrosit-izotonik karışımı 
10°C’de  10  dakika  1000xg’de  santrifüj  edildi.  Eritrosit 
sedimentleri  hemolizat  elde  etmek  için  20-kat  hemoliz 
edici solüsyonla muamele edildi.

Analizler:
Eritrosit  ve plazmadaki  total nitrit  düzeyleri  NO’in bir  in-
deksi olarak kabul edilerek ölçüldü. Total nitrit tespiti için 
lizat pH 9,7’de glisin buffer içinde nitratı (NO3) nitrite (NO2) 
indirgemek için kadmiyumla muamele edildi (4 ml reaksi-
yon karışımı içinde 2,5-3 g kadmiyum granülü).

Total  nitrit  miktarı  Griess  reaksiyonu  ile  belirlendi.  Bu 
reaksiyona göre, naftiletilendiamin ve sülfanilamid karışı-
mıyla elde edilen nitrit reaksiyonu 540 nm’de kuvvetli bir 
absorbsiyon  verir  (15).  Sodyum  nitritin  bir  seri 
dilüsyonlarıyla  (10-8-  10-3  mol/l)  standart  bir  eğri  oluştu-
ruldu. Sonuçlar eritrositte her gram hemoglobin için mik-
rogram  olarak  ve  plazmada  ise  litre  başına  mikromol 
olarak ifade edildi. Ayrıca elde edilen sonuçlar ortalama  
ortalamanın standard hatası (SEM) olarak verildi.  Bütün 
numuneler iki kez çalışıldı ve ortalama değer alındı.
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İstatistik analiz
Veriler Windows kompütür programı için SPSS kullanıla-
rak analiz edildi. Paired t-testi gruplar arsındaki karşılaş-
tırmaları tespit etmek için kullanıldı. p 0,05 anlamlı olarak 
düşünüldü.

BULGULAR

Tablo 1’de epilepsi ve kontrol grubuna ait yaş ortalaması 
(yıl) ve cinsiyet (K/E) ile epilepsili hastaların hastalık sü-
resi (yıl), tedavi süresi (yıl) ve tedavi dozları (mg/kg/gün) 
verildi.

Tablo 2’de epilepsili hastalar ve sağlıklı kontrol bireylerin-
deki eritrosit ve plazma NO konsantrasyonları ortalama  
ortalamanın standart hatası (SEM) olarak gösterildi. Epi-
lepsili hastalar sağlıklı kontrol bireylerle karşılaştırıldığında 
hem eritrosit (p>0.05) hem de plazma (p>0.05) NO kon-
santrasyonlarında  istatistiki  olarak  anlamlı  bir  farklılık 
bulunmadı.

Eritrosit ve plazmadaki NO’nun ortalama  SEM değerle-
rinin epilepsili hastalar ve sağlıklı kontrollerdeki cinsiyete 
göre dağılımı Tablo 3’de gösterilmiştir. Hem plazma hem 
de eritrositte; her iki  grup kendi içinde cinsiyete göre kı-
yaslandığında (p>0.05) ve kontrol grubuyla VPA tedavisi 
altındaki  epilepsili  hastalarda  cinsiyete  göre  yapılan 
istatistiki  analizlerde  anlamlı  farklılıklar  bulunamadı 
(p>0.05).

Tablo 1. Hasta ve kontrollerin demografik özellikleri.

Yaş 

ortala-

ması 

(yıl)

Cinsiyet 

K/E

Hastalık 

süresi 

(yıl)

Tedavi 

süresi 

(yıl)

Tedavi dozu 

(mg/kg gün)

Epilepsi 

(n=41)

7.07 1.56 3.7 2.34 33.3

Kontrol 

(n=32)

8.4 0.68 -- -- --

Tablo 2.  Epilepsili  hastalar  ve sağlıklı  kontrol  bireylerindeki  eritrosit  ve 

plazma NO konsantrasyonları. Sonuçlar ortalama SEM olarak verilmiştir.

Eritrosit nitrik oksit

(µmol/g Hb)

Plazma nitrik oksit

(µmol/L)

Epilepsi (n=41) 18.1  1.1 48.7  2.4

Kontrol (n=32) 15.4  1.7 49.1  2.4

P değerleri 0.08 0.35

Tablo 3. Epilepsili hastalarda ve kontrol bireylerinde cinsiyete gore eritrosit 

ve plazma nitrik oksit düzeyleri. Sonuçlar ortalama SEM olarak verilmiştir.

Eritrosit 

(µmol/gHb)

Plazma (µmol/L)

Epilepsi

1) E (n=25)

2) K(n=16)

18.5  1.5

17.4  1.3

49.2  3.2

47.8  3.8

Kontrol

3) E (n=19)

4) K(n=13)

15.1  2.2

15.8  2.9

56.8  6.2

50.1  2.9

P değeri (1-2) 0.32 0.27

P değeri (3-4) 0.69 0.28

P değeri (1-3) 0.56 0.19

P değeri (2-4) 0.74 0.53

TARTIŞMA

Birçok görev ve fonksiyonlarının yanında NO’in merkezi 
sinir sisteminde mesajcı bir molekül olarak görev yaptığı 
da bilinmektedir. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptörleri-
nin uyarılması NO oluşumuna yol açmaktadır. Fazlalığı ya 
da eksikliğinde, NO patolojik sinir doku hasarının önemli 
bir  mediatörü  olarak  rol  alabilmektedir.  NO,  NMDA re-
septörünün redoks modülatörleri  üzerindeki  bir feedback 
etkisi  ile  NMDA  reseptör  aktivasyonunu  düzenleyebilir 
(16),  sonuçta  NMDA reseptör  aktivasyonu  azalır  ve  re-
septörün  aşırı  sitümülasyonundan  nöronları  korur  (17). 
Pek  çok  araştırmacı  NMDA reseptörleri  ve  antiepileptik 
ilaçların etki mekanizması arasındaki ilişkiyi incelerken (9, 
18, 19), antiepileptik tedaviden sonra NO üretimini araştı-
ran pek az araştırma vardır (14). 

Nöroleptik ilaçların prooksidan ve/veya antioksidan etkiler 
gösterdiği (20) ve özellikle bazı mekanizmalarla oksijene 
bağımlı doku hasarını arttırdığı belirtilmiştir. (2,3). Bundan 
daha  da  önemlisi  bazı  araştırıcılar  VPA  gibi  bazı 
antiepileptik ilaçların bu etkilerini,  aslında fazla miktarda 
üretildiğinde  dokuya toksik  etki  yapabilen  NO molekülü 
üzerinden gerçekleştirdiğini  iddia  etmektedirler  (13,  21). 
Bu  açıdan  VPA metabolize  edildiğinde,  vücutta  serbest 
radikallerin  arttığı  bildirilmiştir.  VPA  tedavisi  altındaki 
epileptik  çocuklarda  NO metabolitlerinin  rolünü  daha iyi 
anlamak  için  NO  sentezinin  bir  göstergesi  olarak  hem 
eritrosit ve hem de plazma total nitrit konsantrasyonlarını 
ölçtük. Bu çalışmadan elde edilen veriler, epileptik çocuk-
lar  ve  kontroller  arasında hem eritrosit  hem de plazma 
nitrik  oksit  konsantrasyonlarında  anlamlı  bir  farklılık  bu-
lunmadığını göstermektedir. 

VPA tek başına kullanılabildiği gibi, diğer antiepileptiklerin 
kombinasyonuyla da kullanılmaktadır.  İlaç etkileşiminden 
sakınmak için,  sadece VPA tedavisi  alan hastalar  bizim 
çalışmamız için seçilmişti.  Mevcut çalışma VPA alımının 
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NO  üretimini  etkilemediğini  göstermektedir.  Bu  bulgular 
son  zamanlarda  deneysel  epilepsi  modellerinde  normal 
NO değerleri bulan bir araştırmanın sonuçlarına benzerlik 
göstermektedir (22). 

Bu sonuçlar VPA alımıyla ortaya çıkan antikonvulsiv etki-
lerin NO metabolitlerinde bir değişikliğe yol açmayacağını 
göstermektedir.  Dolayısıyla  VPA’nın  antiepileptik  etkisini 
NO  üzerinden  gösterdiği  tezini  desteklememektedir. 
VPA’nın günlük dozu ve plazma konsantrasyonlarıyla NO 
değerleri  arasında doza bağımlı bir ilişki yoktu. Özellikle 
altını çizerek belirtmek istediğimiz önemli bir nokta şudur: 
bizim çalışmamız  dahilinde olan ve VPA ile  tedavi  olan 
bütün hastalarda VPA normal dozda verilmişti ve VPA’nın 

bütün  hastalardaki  plazma  düzeyleri  terapötik  düzeyler-
deydi.

Sonuç olarak, bizim bulgularımız VPA tedavisinin epileptik 
çocuklarda plazma ve eritrosit  NO konsantrasyonlarında 
anlamlı  değişikliklere  yol  açmadığını  göstermektedir. 
Antiepileptik bir ilaç olarak VPA eğer normal dozda veri-
lirse uzun süreli tedavilerde bile NO değerlerinde bir deği-
şikliğe yol  açmayabilir.  Ayrıca daha önceki  çalışmalarda 
iddia  edilen  VPA’nın  antiepileptik  etkisini  NO  üzerinden 
gerçekleştirilebileceği  tezi,  bizim plazma ve eritrosit  bul-
gularımız  gözönüne alındığında  belki  NO’in  ikincil  veya 
üçüncül bazı ürünleri (peroksinitrit veya diğer NO ürünleri) 
için geçerli olabileceği kanaatindeyiz.
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